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Abstract
　　　　Little　is　known　thus　far　concerning　to　what　degree　lesion　size　affects　the　speed　of　repair　processes　in　cerebral
infarcts．　This　study　was　thus　designed　to　evaluate　the　time－course　of　repair　processes　in　lesions　of　various　sizes
lesions　in　experimental　cerebral　infarction．
　　　　Using　a　blood　clot　embolic　cerebral　infarction　rat　model　in　which　infarcts　of　various　different　sizes　can　be
made　at　one　time　in　the　same　animal，　we　chronologically　studied　the　changes　in　the　expression　of　matrix　metallo－
proteinases　（MMPs），　vascular　endothelial　growth　factor　（VEGF），　and　transforming　growth　factor－beta　l　（TGF－61）
by　immunohistochemistry　（IHC），　in　situ　hybridization　（ISH），　and　Western　blotting．　The　time　of　unequivocal
appearance　of　lipid　and　glycogen　granules　in　the　degenerative　regions　between　the　necrotic　center　and　normal
appearing　tissue　was　also　studied．
　　　　MMP－2　immunoreactive　cells　were　observed　for　the　first　time　at　8　hours，　and　they　gradually　disappeared　by
36　hours．　VEGF　positive　cells　were　first　observed　at　24　hours，　followed　by　a　progressive　increase　mainly　in　the
periphery．　TGF－61　immunoreactivity　was　fust　observed　at　8　hours　and　increased　thereafter　with　a　transient
decrease　at　24　hours．　A　distinct　layer　of　lipid　globules　accompanied　by　glycogen　granules　was　formed　at　48
hours，　when　no　significant　glial　cell　proliferation　had　yet　occurred．　All　these　results　were　persistent　and　constant
in　different　sized　lesions．
　　　　We　thus　conclude　that　the　reparative　time－course　was　persistent　and　constant　in　the　present　cerebral　infarcts，
starting　at　about　24　hours　at　the　level　of　cytokines　and　at　about　48　hours　at　the　level　of　cell　proliferation，　regardless
ofthe　size　ofthe　lesions．
Introduction
　　There　is　evidence　that　unequivocal　formation　of　lipid
and　glycogen　layers　at　the　boundary　of　an　infarct　most
likely　act　as　a　barrier　that　protects　against　further　edema
fluid　extension　into　the　surrounding　tissue　in　48－hour　old
lesions　in　experimental　embolic　cerebral　infarctioni）．
However，　it　still　remains　to　be　elucidated　whether　or　not
the　timing　of　the　banier　formation　at　the　boundary　of　an
in a ct　 s　constant　and　persistent，　regardless　ofthe　size　of
the　lesio ．　We　thus　attempted　to　investigate　the　chrono－
lo ical　changes　in　cerebral　infarcts　of　various　sizes　that
were　produced　experimentally．
　　Among various　animal　models　of　cerebral　infarction，　a
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blood　clot　embolic　cerebral　infarction　model　in　rats2）　was
chosen　for　the　present　study　because　it　can　produce　many
different　sized　lesions　at　one　time　in　the　same　animal．
Indeed，　the　lesions　produced　by　the　model　are　highly
variable　and　unpredictable　in　size，　which　is　advantageous
for　studying　whether　or　not　the　size　of　an　infarction
affects　the　repair　processes，　compared　with　the　middle
cerebral　aitery　occlusion　（MCAO）　model．
　　Although　the　expression　of　TGF－Bl　protein　has　not
been　observed　in　the　nornial　brain，　strong　expression　of
TGF－P1　protein　has　been　noted　in　a　wide　variety　ofcells，
such　as　macrophages，　glial　cells，　and　neurons　in　cerebral
injuries3）．　TGF－Bl　has　been　shown　to　have　the　ability
to　mobilize　inflammatory　cells　and　glial　cells，　cytokines，
growth　factors，　and　inhibit　inflammatory　reactions，　the
production　of　extracellular　matrix　（ECM）‘）　and　cell　adhe－
sion　molecules，　and　the　induction　of　angiogenesis5）6），　all
of　which　contribute　to　neuroprotection7－9）．　Furthermore，
TGF－Bl　can　inhibit　the　gene　expression　and　activity　of
matrix　metalloproteinases　（MMPs），　among　which
MMP－2　and　MMP－9　are　known　to　play　the　most　impor－
tant　roles　in　the　destruction　of　ECM　in　brainiO－i5）．　More－
over，　TGF－Bl　can　modulate　the　activity　of　VEGFi6－i8），
which　has　the　potential　to　induce　increased　penneability
of　the　blood－brain　baiTier　（BBB）　after　infusion　of　VEGF
into　the　braini9）20）．　ln　addition，　VEGF　is　actively
involved　in　the　promotion　of　neurogenesis　and　angiogen－
esis2　r－23）　in　normal　brain　and　has　a　role　in　neovasculariza－
tion　in　the　reparative　processes　after　injuries24）25）．
　　We　thus　chose　MMP－2　as　an　indicator　ofneural　matrix
destrtiction，　VEGF　as　a　repair　marker，　and　TGF－Pl　as　a
regulator　of　these　2　substances　in　the　present　study．　ln
addition，　the　time－courses　of　lipids　and　glycogen　gran－
ules　were　also　examinedi）．
Material　and　methods
　　1．
　　　　　infarction　model
　　Wistar－strain　male　rats　（8
were　used．
Preparation　of　blood　clot　embolic　cerebral
　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　一12　weeks　old，　250－320　g）
　　　　　　　　　　　The　procedure　for　preparing　the　cerebral
infarction　was　that　described　originally　previously　by
Kudo　et　a12），　with　minor　modifications．　The　animals
were　anesthetized，　and　O．1　ml　of　blood　was　obtained　by
cardiac　puncture　with　a　tuberculin　syringe，　and　stored　at
room　temperature　for　2　days　for　clot　formation．　At　the
time　of　operation，　the　animals　were　again　anesthe－
tized．　Then，　as　slightly　modified丘om　the　original　pro－
cedure2），　the　right　internal　and　external　arteries　were　sur－
gically　completely　exposed　in　the　present　study．　A
temporary　clip　was　applied　around　the　external　carotid
artery，　and　O．2　ml　emboli　suspended　in　saline　were
injected　into　the　common　carotid　artery　with　catheter
needle．　As　for　the　sham　operation，　O．2　ml　physiologic
saline　was　injected　without　emboli．
　 All　procedures　were　performed　at　room　temperature
（240C）．　Rectal　temperature，　which　had　decreased　by
2－30C　during　about　3　hours　after　anesthesia　compared　to
before　the　procedure　in　all　animals，　was　monitored　post－
operatively．　Since　the　body　temperature　almost　returned
to the　preoperative　level　in　about　4－5　hours，　the　experi－
ments　were　started　4　hours　after　anesthesia．　because　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
drop　in　metabolism　may　have　effects　on　the　repair　pro－
cess．　The　rats　were　killed　at　4，8，12，18，24，30，36，　and
48　hours　by　transcardiac　perfusion　with　phosphate　buffer
saline　（O．1　mol／L　40C，　160　mL）　and　periodate－lysin　para－
formaldehyde　（PLP，　40C，　200　mL）　under　deep　anesthe－
sia．　The　brain　was　removed　and　sectioned　coronally　at
the position　ofthe　globus　pallidus，　and　re－fixed　overnight
in　PLP fixa ve（40C）．　Four　animals　were　used　for　each
tlme　point．
　　Th 　protocol was　approved　by　the　Animal　Care　and
Use　Committee　ofTokyo　Medical　University
　　2． Histological analysis
　　The paraffin　embedded　brain　tissues　were　sliced　at
3　pm　thick．　The　sections　were　stained　with　hematoxy－
lin－eosin　（HE）．　The　lesions　having　degenerated／
necrotic　neurons　were　defined　as　the　center．　and　the　sur一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
rounding area　with　dark　compacted　neurons　or　edema－
tous　matrix was　defined　as　the　periphery．
　　3．　Evaluation　of　lipids　and　glycogen　granules
　　Three im ls　were　used　for　each　time　point．　Epon－
812embedded，　semi－thin　sections　were　prepared．　Tolu－
idin 　blue　stain　or　Periodic　acid－Schiff　（PAS）　stain　was
applied　to　demonstrate　the　lipids　and　glycogen　granules
in the　lesions．
　　4．　lmmunohistochemical（IHC）analysis
　The　deparaffi ized　sections　were　then　immersed　in
Target　Retrieval　Solution　（pH　6．0，　DAKO　Japan　Co．，
Kyoto，　Japan）　and　autoclaved　for　30　minutes　at　1100C，
followed　by　three　washes　with　O．1　mol／L　phosphate－
buffered　saline　（PBS，　pH　7．4）．　These　sections　were
then　exposed　to　30／o　H202　to　block　endogenous　peroxi－
dase　activity　for　10　minutes．
　 Anti－MMP－2　（1　：100：　Daiichi　Fine　Chemical，　Taka－
oka，　Japan），　anti－MMP－9　（1　：200　Santa　Cruz　Biotech－
nology，　lnc．　CA，　USA），　anti－TGF－61　（1　：200：　Santa
Cruz），　and　anti－VEGF　（1：100：　Santa　Cruz）　were　used
as　the　primary　antibodies．　Each　antibody　was　diluted　in
O．10／o　b vine　serum　albumin　（BSA）　and　dissolved　in
O．1 mol／L　PBS　（O．10／，　BSA／PBS）．
　In our　preliminary　study，　no　obvious　MMP－9　positive
cell　reaction　was　observed　anywhere　until　48　hours．
However，　strong　MMP－9　positivity　was　found　in　glial
cells　and　macrophages　in　the　periphery　at　72　hours　and
later． Thus，　we　chose　MMP－2　as　an　indicator　for　neural
matrix　destruction　in　the　present　study．
　　The　antibodies　were　reacted　overnight　at　40C，　and　then
reacted　with　Envision＋（DAKO）　for　30　minutes　at　room
（2）
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temperature．　Coloration　was　carried　out　with　diamino一一
benzidine（DAB）．　Counterstaining　with　hematoxylin
was　then　performed．
　　To　confirm　the　specificity　of　the　staining，　O．10／o　BSA／
PBS　was　used　as　a　negative　control　instead　of　the　pri一一
mary　antibodies．　Double　staining　was　also　carried　out
in　order　to　confirm　the　results　obtained　above．
　　The　serial　sections　were　reacted　with　anti－NeuN　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
（1：500：　CHEMICON　CA，　USA），　lbal　（1：1，000：
Wako，　Osaka，　Japan），　and　anti－GFAP　（1　：200：　DAKO），
respectively．　An　LSAB2　kit　（DAKO）　was　used　as　the
secondary　antibodies．　A　VIP　Peroxidase　Substrate　kit
（SK－4600，　Vector　Laboratories，　CA，　USA）　was　used　for
coloration．
　　5．　Western　blotting　analysis
　　After　the　rats　had　been　euthanized　under　anesthesia，
the　brains　were　quickly　removed　and　divided　into　ipsilat－
eral　ischemic　and　contra－lateral　hemispheres．　Hemi－
spheric　tissue　was丘ozen　imrnediately　in　liquid　nitrogen
and　stored　at　一800C．　The　frozen　brain　tissue　was
homogenized　together　with　5　mL　of　lysis　buffer　（10／o
sodium　dodecyl　sulfate　（SDS），　5　mM　Tris－HCI　［pH　7．6］，
150　mM　NaCl，　O．5　mM　sodium　orthovanadate　（Na3V204），
1　mM　PMSF，　1　mM　EDTA，　25　pg／mL　leupeptin）　in　a
homogenizer．　Subsequently，　70　mg　of　protein　per　lane
was　electrophoresed　in　O．10／o　SDS　using　100／o　polyacrylamide
gel　and　then　blotted　onto　a　PVDF　membrane26）．　The
membrane　was　reacted　overnight　at　40C　with　the　same　pri－
mary　antibodies　（MMP－2，　TGF－Pl，　VEGF）．　An　avidin－
biotin　peroxidase　complex　（ABC）　kit　（Vector　Laboratories，
CA，　USA）　was　used　for　the　reactions．　The　bands　were
detected　by　chemiluminescence　（lmmunoStarTM
Reagents，　Wako）　and　visualized　with　a　light－capture　sys－
tem　（Atto，　Tokyo，　Japan）．
　　6．　ln　Situ　Hybridization（ISH）
　　Sections　were　prepared　for　in　situ　hybridization．　An
oligo－DNA　probe　labeled　with　digoxigenin　purified　by
HPLC　was　used．　An　appropriate　volume　of　the　HPLC
probe　（1　ng／pL）　was　dropped　onto　a　microscope　slide，
covered　with　a　cover　glass，　and　reacted　overnight　at　500C
in　a　humidified　chamber．　The　sections　were　then
allowed　to　react　for　1　hour　with　anti－digoxigenin　alkaline
phosphatase（D－AP）．　Staining　was　performed　using
5－bromo－4－chloro－3－indolyl　phosphate／nitro　blue　tetra－
zolium　（BCIP／NBT）　substrate　for　1　hour　in　a　dark　room．
Methyl　green　was　used　for　counterstaining．
　　7．　Statistical　analysis
　　MMP－2，　TGF－Bl，　and　VEGF　immunoreactive　cells
were　counted　in　three　different　representative　areas　；　the
necrotic　center，　the　periphery，　and　the　contralateral　hemi－
sphere．　Photographs　were　taken　using　a　digital　micro－
scopic　camera　with　an　objective　lens　（×20）　and　an　inter－
mediate　lens（×2．5）．　Three　sites（n＝4）randomly
selected　from　each　region　per　unit　area　（O．026　mm2）　were
displayed　on　the　monitor　and　the　number　ofpositive　cells
was　count ．　Data　are　presented　as　the　mean±standard
deviation　（SD），　and　statistical　analysis　was　performed
using　Scheffe’s　test．　A　p　value　of　less　than　O．05　was　con－
sider d to　indicate　a　statistically　significant　difference．
Results
　　1．　Histological　analysis
　　Lesions　were　observed　in　all　experimental　animals．
They vari d　considerably　in　size　and　distribution，
although　the　middle　cerebral　artery　regions　were　most
commonly　involved（Fig．　I　A－D）（Table　1）．　The　bound－
ary　betwee the　center　and　periphery　became　distinct　by
Fig．　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：：：：1二：＝二：：：：：：：tInfarct　area
Representative　infarcts
A－C：　Different－sized　infarcts　were　observed　in　various
locatio s．　D：　 nfarcts　with　more　than　one－third　of　the
hemisphere　were　occasionally　seen．　Scale　bars＝1mm．
Tab夏e　1Infarct　size
RalSsxx　hours
number
4 8 12 18 24 30 36 48
1
2
3
4
11．5
　1．9
115．5
　4．8
27
25．3
1．3
29．6
55
2．4
24．6
11．9
142
5．1
3．7
7．3
4．3
11
3　L1
19．7
36．3
2．5
13．6
34．6
38
6．7
　6
0．6
5．6
　6
1．6
23．7
Average
（Mm2） 33．4 20．8 23．5 7．6 165 2L8 12．8 92
（3）
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24　hours．　Significant　cellular　proliferation　was　not
observed　at　48　hours．　The　average　sizes　of　representa一一
tive　infarcts　were　measured　in　the　histological　sections
（Table　1）．　Sham　animals　had　no　lesions．
　　2．　Lipids　and　glycogen　granules
　　Lipid　globules　were　first　obseiTved　at　36　hours，　which
were　progressively　accumulated　to　form　a　distinct　zone
along　the　border　between　the　necrotic　center　and　periph－
ery　at　48　hours　（Fig．　2A），　when　a　glycogen－rich　layer
was　for　the　first　time　clearly　formed　in　a　similar　band－
like　distribution　in　the　outer　areas　of　the　lipid　layer
（Fig．　2B）．
　　3．　ISH
　　The　first　expression　of　MMP－2　mRNA　positive　cells
was　observed　at　the　periphery　at　4　hours　（Fig．　3A－1），　and
the　peak　number　of　positive　cells　was　observed　at　12
亀
目
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Fig．2　Lipids　and　glycogen　granules　in　the　infarcts
　　　　　A：　Lipids　were　spread　out　in　a　band－1ike　shape　in　a
　　　　　peripheral　zone　（toluidine　blue　staining）．　B：　Glycogen
　　　　　granules　were　observed　outside　the　lipid　layer　（PAS
　　　　　staining）．　The　results　were　persistent　over　time　regard－
　　　　　less　of　the　size　ofthe　lesions．　Epon　embedded　serial　sec－
　　　　　tions　at　48　hours．　Scale　bars＝20　pm．
B（旧C）
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Fig．3　MMP－2　mRNA　and　the　protein　expression
　　　　　A：　Positive　cells　reactmg　to　BCIPINBT　（cobalt　blue）
　　　　　were　observed　in　the　center　and　the　periphery　at　4　hours
　　　　　（1），　and　mcreased　until　12　hours　（2）．　B：　Positive　cells
　　　　　which　reacted　to　DAB　（dark　brown）　in　the　periphery　were
　　　　　observed　at　8　hours（1）．　The　maximum　number　of　posi－
　　　　　tive　cells　was　observed　at　18hours（2）．　Arrow’Positive
　　　　　cells．　Scale　bars＝50　pm
hours　（Fig．　3A－2），　following　which　the　reaction　was
d creased　gradually．　There　were　no　positive　cells　at　30
hours．
　　The　cells　with　TGF－Pl　mRNA　expression　were　fust
found　at　4　hours　in　the　center　（Fig　4A－1），　and　were　grad－
u lly inc eased　at　12　hours　（Fig4A－2）．　The　reaction
was　then　decreased　in　the　center　at　24　hours，　and　thereaf－
ter　the　positive　cells　became　apparent　in　the　periphery
until　48　 ours，　with　the　strongest　reaction　being　observed
at　30 hours　（Fig4A－3）．
　 VEGF　mRNA　positive　cells　were　first　observed　at　18
hours　in　the　peripheiy　（FigsA－1）　and　remained　positive
there　until　48　hours，　with　the　maximum　reactivity　being
observed　at　24　hours　（FigsA－2）．
　　4．　IHC
　　MMP－2　demonstrated　a　weak　positive　reaction　in　both
neurons　and　glial　cells　in　the　periphery　at　8　hours　（Fig．
3B－1）．　The　number　of　positive　cells　reached　a　peak　at
18hours（Fig．3B－2）．　The　reaction　was　decreased　grad－
ually　until　it　disappeared　at　36　hours．
　　TGF－Bl　was　mainly　expressed　in　neurons　in　the　center
from　8　hours　（Fig．　4B－1）　until　24　hours　（Fig．　4B－2），
when　the　reaction　was　found　in　neurons　in　the　periphery，
not　in　the　center，　followed　by　a　progressive　increase　unti1
36　hours　（Fig．4B－3）．　Strong　activity　was　still　present
at　48　hours．
　　VEGF　that　had　virtually　been　negative　until　18　hours
became　positive　in　neurons　at　the　periphery　at　24　hours
for　the　first　time（Fig．5B－1）．　Thereafter，　glial　cells　also
became　strongly　positive，　retaining　strong　reactivity　unti1
48　hours　（Fig．5B－2）．　However，　no　positive　reaction
　　　　　　ポ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へっ　　　　　　げ　　　ロ　　　　磯’ン㌶ノい．糾
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TGF－61　mRNA　and　protein　expression
A：　A　faint　reaction　could　first　be　seen　in　the　center　at　4
hours　（1）．　The　reaction　was　almost　stabilized，　but　was
agam　increased　in　the　periphery　at　24　hours　（2）．　This
reaction　gradually　intensified，　reaching　a　peak　at　30　hours
（3）．　B：　At　8　hours，　the　reaction　was　first　seen　in　neu－
rons，　mainly　m　the　center　（1）．　The　reaction　then　once
stabilized　and　began　to　react　again，　this　time　in　the　periph－
e y　at　24　hours（2）．　They　were　mcreased　at　36　hours（3）．
Arrow：Positive　cells．　Scale　bars＝50　pm
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was　found　in　the　endothelial　cells　at　any　time　during　the
experimental　course．
　　All　were　negative　in　the　sham　groups．
　　5．　Western　blotting
　　MMP－2　protein　was　strong　at　12　hours　and　continued
until　30　hours．　The　expression　was　decreased丘om　36
hours．　TGF－61　protein　was　observed　at　8　hours，　and
became　strong　at　12　hours．　TGF－Pl　was　strongly
A（IS　H）
B（IHC）
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VEGF　mRNA　and　the　protein　expression
A：　Positive　cells　first　began　to　react　in　the　periphery　at
18　hours　（1）．　The　reaction　was　intensified　at　24　hours
（2）．　B　：　Positive　reactions　were　first　observed　in　neu－
rons　and　glia　cells　in　the　periphery　at　24　hours　（1）．　The
number　of　positive　cells　increased　at　30　hours　（2）．
Arrow：Positive　cells．　Scalebars＝50　pm．
expressed　from　8　to　12　hours　and　then　decreased　until　24
hours．　The　expression　was　increased　again　at　36　hours
and　continued　until　48　hours．　VEGF　was　close　to　being
negative　from　36　to　48　hours　（Fig．　6）．
　　6．　Double　immunostaining
　 Double　immunostaining　was　performed　using　antibod－
ies　suc 　as　NeuN　for　neurons，　lbal　for　microglia，　and
GFAP　for ast cytes　in　order　to　identify　the　types　of　cells
that　were　positive　for　MMP－2，　TGF　一B1，　and　VEGF　anti－
bodies，　respectively．　They　were　found　to　be　positive　for
NeuN　（Fig．　7A，　C）　and　lbal　（Fig．　7B），　thus　indicating
that　they　were　mainly　neurons　and　microglia，　respec－
tively．
　　7．　Cell　counts　of　MMP－2，　TGF－B1，　and　VEGF
immunoreactive　cells
　　The　maximum　number　of　MMP－2　positive　cells　was
observed　in　the　periphery　from　18　to　30　hours，　when　the
cell　increase　was　statistically　significant　（p〈O．05）．　Fol－
lowing　this，　the　number　of　cells　decreased　rapidly　to
almost　no　reactive　cells　at　36　hours　（Fig．　8a）．
　　A　significant　increase　in　TGF－Pl　positive　cells　was
obtained　in　the　center　at　8　hours　（P〈O．05），　and　in　the
periphery　from　24　to　48　hours　（P〈O．05）　（Fig．　8b）．
　　VEGF　positive　cells　showed　a　significant　increase　in
the　periphery　from　30　to　48　hours　（P〈O．05）　（Fig．　8c）．
　　The　cell　counts　of　MMP－2，　TGF－Bl，　and　VEGF　imm－
unoreactive　cells　in　certain　representative　infarcts　were
schematically　demonstrated　in　terms　of　the　age　and
topography　ofthe　lesions　（Fig．　9）．
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Fig．6　Western　blot　analysis　of　MMP－2，　TGF－61，and　VEGF
　　　　　　Strong　expression　of　MMP－2　was　observed　from　12　to　30
　　　　　hours，　followed　by　decrease　at　36　hours．　TGF－Bl　detec－
　　　　　tion　began　at　8　hours　and　increased　at　12　hours．　The
　　　　　　expression　then　decreased　slightly，　but　a　strong　reaction
　　　　　　was　again　observed　at　36　hours，　lasting　until　48　hours．
　　　　　　VEGF　expression　was　not　observed　until　30　hours．
　　　　　　However，　the　expression　was　observed　from　36　to　48
　　　　　　hours．
　Although　a　drawback　of　embolic　infarct　models　is　the
lack　ofreproducibility　ofthe　same　original　size　of　lesions
Fig．7 Double　immunostaining
’I a　　　　，、’幽1｝㌧，　　　　0乏1
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MMP－2　＋　NeuN
VEGF　＋　NeuN
TGF　B　1　＋　lbal
Double　immunostaining　using　antibodies　for　neurons　or
m croglia　exhibited　positive　reactions　in　the　lesions．
Color development：　MMP－2，　TGF－Bl，　VEGF　（dark
brown），　NeuN，　lbal　（purple）．　Arrow：　A：　neurons，
B：microglia，　C：neurons．　Scale　bars＝50　pm．
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Number　of　MMP－2　immunoreactive　cells　in　the　lesions
Positive　reaction　was　first　seen　in　the　periphery　at　8
hours．　The　number　of　positive　cells　reached　a　peak　at
18　hours　and　then　rapidly　decreased．　However，　there
was　no　significant　change　after　36　hours．
compared　with　the　MCAO　mode127），　the　embolic　models
are　far　more　advantageous　for　comparing　the　changes　in
simultaneous　lesions　of　highly　variable　sizes　in　the　same
animal．　Moreover，　as　shown　herein，　we　obtained　the
chronologically　persistent　and　constant　findings　of　repar－
ative　reactions　from　the　beginning　to　the　barrier　forma－
tion　in　lesions　ofvery　di脆rent　sizes　at　all　time　points　in
the　present　study．
　　It　has　been　reported　there　is　expression　of　MMP－9　but
not　MMP－2　in　the　early　stage　of　the　lesions　in　the
MCAO　mode128）．　However，　no　significant　MMP－9
expression　was　observed　until　48　hours　in　our　prelimi－
nary　pilot　study，　and　significant　MMP－2　reaction　was
observed　from　a　very　early　stage．　Although　we　are
unable　to　offer　any　good　explanation　for　the　discrepancy
betwe n　these　two　different　animal　models，　we　thus
chose　MMP－2，　instead　of　MMP－9，　as　a　neural　matrix
destruction　indicator　in　the　present　study．
　　The　earliest　expressions　of　mRNA　and　proteins　of
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TGF－Pl　immunoreactive　cells　were　suddenly　and
numerously　observed　in　the　center　at　8　hours．　The
number　of　positive　cells　then　rapidly　decreased　in　the
center．　However，　they　again　rapidly　progressively
increased　at　the　periphery　from　24　to　48　hours．
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Fig．8c　Nuinber　of　VEGF　immunoreactive　cells　in　the　lesions
　 　　 　　VEGF　positive　cells　were　few　at　18　hours．　They　were
　　 　　　　fir t　observed　in　the　periphery　at　24　hours，　and　had　sig－
　　　　 　　nificantly　increased　at　30　hours．　They　remajned　con－
　　　　　　　stantly　numerously　high　in　the　periphery　until　48　hours．
Table　2Number　of　immunopositive　cells
hours o 4 8 12 18 24 30 36 48
MMP－2
Infarct　center
Peripheral　region
Contralateral　cortex
o 0
1
0
2
10
0
　3
24
　0
　9
38
　0
4
13
　1
　1
16
　1
1
4
0
3
3
1
TGF－Pl
Infarct　center
Peripheral　region
Contralateral　cortex
o 0
1
0
55
　1
　0
35
　3
　0
21
12
　1
8
8
1
4
18
0
　2
39
　2
　9
42
　1
VEGF
Infarct　center
Peripheral　region
Contralateral　cortex
o o
o
o
o
o
o
o
o
o
1
0
0
3
3
0
　2
44
　0
　7
43
　0
　4
45
　0
4　cases’　averages
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Fig．9　Schematic　demonstration　of　MMP－2，　TGF－61，and　VEGF　immunoreactive　cells　in　the　lesions．
　　　　　The　number　of　dots　roughly　parallels　the　population　of　immunoreactive　cells．
MMP－2　and　TGF－Bl　at　4　hours　and　8　hours，　respec－
tively，　in　the　present　study　suggest　that　cerebral　matrix
can　be　destroyed　from　the　very　early　stages　of　infarcts．
However，　our　results　were　slightly　later　than　those　of　the
MCAO　model，　in　which　the　mRNA　of　MMP－2　was
increased　at　1　hour29）　and　the　protein　was　expressed　after
4　hours30）．　Again，　we　have　at　present　no　good　explana－
tion　for　the　time　difference　in　MMP－2　reactivity　between
the　present　embolic　model　and　MCAO．
　　It　was　confirmed　in　the　present　study　that　the　TGF－Bl
mRNA　reaction　became　positive　4　hours　after　an　episode
in　the　center　of　an　infarction3i）．　Moreover　while　the
reaction　became　negative　in　the　center　by　24　hours，　a
stronger　positivity　was　observed　later　on　in　the　periphery．
As　for　the　functions　of　TGF－Bl，　it　can　suppress　MMP－2
activity　and　protect　against　ischemic　neuron　death32）．
Thus，　TGF－Pl　positivity　in　the　periphery　after　24　hours
might　be　a　sign　ofthe　beginning　of　repair，　resulting　in　the
protection　of　any　further　tissue　destruction　by　MMP－2
activity　there．
　　TGF－Pl　is　known　to　have　the　potential　to　inhibit
inflammatory　reactions，　leading　to　the　control　of　angio一
genesis in　the　periphery．　VEGF　positive　cells　that　were
observed　fo 　the　first　time　in　the　periphery　at　24　hours
reinained　there　until　48　hours33）．　The　present　results　for
VEGF　mRNA　 howed　a　transient　induction　at　24　hours
by　Western　blotting　and　ISH，　and　these　results　were　the
same　as　tho e　obtained　in　an　MCAO　mode134）35）．
　Moreover，　the　boundary　between　the　center　and
pe iphery　ofthe　infarcts　became　unequivocally　distinct　at
24　hours　in　the　conventional　HE　stained　slides．　Thus，
the　increased　reactivity　of　VEGF36）37）　at　the　same　time
and　place　of　TGF－Bl　reactivity　in　the　same　lesions　of
cerebral　infarcts　to　some　extent　could　support　the　conten－
tion　that　the　reparative　processes　start　about　24　hours
after　cerebral　infarction，　a　finding　that　was　obtained　in
the　studies　using　both　an　MCAO　model　and　MRI　study，
showing　that　expansion　of　the　lesions　stopped　24　hours
after　the　episodes38）39）．
　　A　lipid　layer　that　was　first　formed　at　36　hours　at　the
boundary ）　was　persistent　and　constant　in　different　sized
infarcts．　The　lipids　must　have　been　derived　from　blood
circula ion　as　well　as　cell　membrane　elements　ofbrain　by
way　 f　destruction　of　the　BBB　and　neural　tissue40），　in
（7）
一　480　一 THE　JOURNAL　OF　TOKYO　MEDICAL　UNIVERSITYVoL　69　No．4
which　MMPs　must　have　played　an　important　role．
　　The　establishment　of　a　hydrophobic　lipid　barrier　acts
to　protect　against　further　edema　fluid　extension　into　the
surroundings　after　48　hours，　which　could　explain　why　no
animals　died　after　48　hours　in　the　present　study　or　in　pre－
vious　studiesi）2）4i）．　PAS　granules　in　areas　peripheral　to
the　lipid　zone　were　identified　as　being　glycogen　granules
in　various　cells　such　as　astroglia　by　electron　micros－
copy’）．　There　is　little　doubt　that　glycogen　is　a　reason－
able　source　of　energy　for　subsequent　glial　proliferation
there．
　　We　thus　conclude　that　the　time－course　of　repair　after
cerebral　infarcts　was　persistent　and　constant，　starting　at
about　24　hours　at　the　cytokine　level　and　at　about　48
hours　in　the　glial　cell　proliferation，　regardless　of　the　size
ofthe　lesions．
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実験的塞栓性脳梗塞巣は病巣のサイズに関わらず
　　　　　　　治癒開始時期は一一定である
松木由法1）3） 下　家　浩　二2）
工　藤；玄　恵1）
黒　田　雅彦1）
1）東京医科大学分子病理学講座
2）ﾖ西大学化学生命工学部
3）三井記念病院病理診断科
　【要旨】　本研究は脳梗塞の治癒機転開始時期とその時期が病巣の大小によって影響をうけるか否かを解明する目
的で企画した。病巣のサイズが一定しない点で本研究の目的にふさわしい実験系としてラット自家血塞栓性脳梗塞
モデルを採用した・本研究では組織破壊時に発現するMMPs（Matrix　metalloproteinases）や治癒過程の血管新生など
に関与するVEGF（Vascular　endotherial　growth　factor）、また調整役を持つとされるTGF一β1（Transforming　growth　fac－
tor一β1）についての動態を48時間まで経時的に観察した。検索方法は免疫組織化学染色（IHC）やIn　situ　hybridiza－
tion（ISH）法、ならびにウェスタンプロットである。さらに電顕用エポン標本において脂質・グリコーゲン層の形
成時期も観察した。MMP－2は8時間から梗塞周辺部に陽性発現を示したが、36時間以降はほぼ陰性化した。一方、
VEGFは24時間から梗塞周辺部で陽性細胞が観察され始め、30時間以降ではその数は急増した。　TGF一β1は梗塞中
心部で8時間から反応し始め、24時間で一旦おさまったが、再び周辺部で陽性を示し、48時間まで増強した。ISH
はIHCとほぼ同じ時間経過で陽性反応を示した。また、脂質の集積は36時間で梗塞周辺部に出現し始め、48時間
では帯状に完成した脂質層とその外側にグリコーゲン層の形成が観察されたが、この時点まで明らかなマクロファー
ジの出現はなかった。以上の結果は病巣の大小に関係なく同じ時点では同じであった。よって脳梗塞の治癒は病巣
のサイズに関わらず24時間前後に液性レベルで開始し、48時間前後に細胞反応による治癒期に移行すると考えら
れる。
〈キーワード〉　ラット自家血塞栓性脳梗塞、修復、MMPs、　TGF一β1、　VEGF
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